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RESUMO.- As características tridimensionais dos componen-
tes intracelulares de células acinares e de ductos foram reve-
ladas usando o método ósmio-DMSO-ósmio. As amostras fo-
ram maceradas em solução de tetróxido de ósmio diluído após
a fratura na solução de dimetil sulfoxido. As lamelas do
retículo endoplasmático granular são reveladas entremeadas
por várias mitocôndrias. As lamelas do retículo endoplasmá-
tico granular são localizados ao redor dos núcleos na porção
basal e estas estruturas são observadas em imagens tridimen-
sionais de microscopia eletrônica de alta resolução.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Glândula submandibular, retículo endoplas-
mático granular, mitocôndria, rato, microscopia eletrônica de alta
resolução.
INTRODUÇÃO
As estruturas de glândulas salivares de vários animais foram
relatadas utilizando a microscopia eletrônica de transmissão
por vários autores (Leeson & Jacob 1959, Scott & Pease 1959,
Tamarin & Sreebny 1965, Leeson 1969, Garret & Parsons 1973,
Riva & Riva-Testa 1973, Tandler & Erlandson 1976, Tandler &
Poulsen 1976, Cope et al. 1977, Boshell & Willborn 1978, Young
& Lennep 1978, Pinkstaff 1980, König et al. 1986, Watanabe et
al.1992a) apresentando a ultra-estrutura das células acinares e
dos ductos com suas organelas. O método de microscopia ele-
trônica de varredura de alta resolução surgiu na década de 1980,
com os primeiros trabalhos de Tanaka (1981). As imagens
tridimensionais intracelulares tais como mitocôndria, apare-
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lho de Golgi e retículo endoplasmático granular foram relata-
das por Tanaka (1981, 1989), Tanaka & Naguro (1981), Tanaka
et al. (1989), Hollenberg & Lea (1988, 1989), Mitsushima &
Tanaka (1990), Watanabe et al. (1992a,b, 1994, 1996, 1997a,b,c),
D´Avola et al. (2006). No presente trabalho utilizamos o méto-
do de Tanaka (1989) para estudar as características tridimen-
sionais das organelas intracelulares de glândula salivar subman-
dibular de ratos com envelhecimento empregando a microsco-
pia eletrônica de varredura de alta resolução.
MATERIAL E MÉTODOS
Glândulas submandibulares de ratos Wistar com envelhecimento
foram fixadas por imersão em solução de tetróxido de ósmio a
2% em solução tampão fosfato de sódio a 1/15M e pH 7,4 a 4°C
por 2 horas de acordo com o método descrito por Tanaka (1989).
As peças foram lavadas em solução tampão fosfato de sódio
durante 8 horas e imersas em solução aquosa de dimetil sulfóxido
(DMSO) a 12,5%, 25% e 50% por 30 minutos cada uma. As amostras
foram fraturadas em DMSO a 50% congeladas em nitrogênio
líquido, utilizando-se o aparelho Eiko-TF-2. As peças fraturadas
foram colocadas em solução de DMSO a 50% para
descongelamento. Estas foram lavadas em água destilada por 20
minutos, pós-fixadas em solução de tetróxido de ósmio a 2%
durante 2 horas a 4ºC e então, maceradas em solução diluída de
tetróxido de ósmio a 0,1% durante 48-60 h à temperatura de 20°C.
Após a lavagem em água destilada durante 15 minutos, as peças
foram pós-fixadas em solução de tetróxido de ósmio a 2% durante
2 horas a 4°C, lavadas em água destilada por 3 horas e tratadas
em solução de ácido tânico a 2% durante 60 minutos á temperatura
ambiente. Seguiu-se a lavagem em água destilada por 5 horas e
desidratadas em série crescente de álcoois e secagem em aparelho
ID-2 Eiko. As amostras foram montadas em bases de ouro com a
pasta de prata-carbono e metalizadas com os íons de ouro-paládio
em “Íon-Beam Sputter ”, Eiko -Japão. As amostras foram
examinadas em um microscópio eletrônico de varredura Hitachi
S-900, para a obtenção de imagens estereoscópicas com as
inclinações +8 e -8 graus e +10 e -10 graus a partir da posição
inicial 0º com 10kV.
RESULTADOS
As amostras resultantes da maceração em solução de tetróxido
de ósmio a 0,1% revelaram as estruturas membranosas intra-
celulares. A disposição do retículo endoplasmático granular,
mitocôndrias e as estruturas capsulares são reveladas na Figu-
ra 1A. Observa-se na fratura transversal de um ducto a presen-
ça de células piramidais e a concentração de grânulos serosos
na porção apical do citoplasma celular (Fig.1B). As Figuras 2A,B,
2C,D e 3A,B mostram os pares esteroscópicas revelando as es-
truturas intracelulares em aspectos tridimensionais. A porção
acinar mostra claramente superfícies fraturadas e maceradas
contendo os grânulos de secreção (Fig.3C,D).
A surperfície de fratura revela as mitocôndrias cujas lâmi-
nas de membrana aparecem em duas. Internamente projetam-
se as cristas mitocondriais em aspectos tridimensionais. Nas
superfícies de secção de mitocôndrias notam-se claramente as
faces medindo aproximadamente 0,4-0,5µm em diâmetro. As
lamelas da crista mitocondrial são notadas em aspectos
tridimensionais. Nas células acinares de glândula subman-
dibular de ratos com envelhecimento, observa-se nitidamen-
te as lamelas do retículo endoplasmático granular, entremea-
dos de núcleos e mitocôndrias na porção basal do citoplasma
(Fig.1B). O retículo endoplasmático é disposto em arranjos
de lamelas ao redor do núcleo. Geralmente as superfícies fra-
turadas, mostram a concentração de numerosos grânulos de
secreção na porção apical contendo a forma circular e diâme-
tros que variam de 0,3 a 1,2µm (Fig.3A,B). Entretanto, após a
maceração do tecido com a solução de tetróxido ósmio dilu-
ído, os grânulos podem ser eliminados pela dissolução do
citosol.
Fig.1. (A) Disposição de retículo endoplasmático granular na base do citoplasma celular (setas) entremeadas de mitocôndrias (M) em aspec-
tos tridimensionais, em amostra fixada em tetróxido de ósmio a 2% e macerada em solução de tetróxido de ósmio diluído.  14.000x; (B)
Células de um ducto estriado contendo os grânulos serosos na porção apical e o lúmen do ducto na porção central. Perifericamente,
observam-se os feixes de fibras colágenas da cápsula (setas) e capilar (*). 3.600x.
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A cápsula dos ácinos e ductos estriados são formados pela
lâmina basal esponjosa e uma rede de fibras colágenas com fei-
xes de fibras colágenas externamente (Fig.1B). Em aumentos
maiores, pode-se notar nitidamente o aspecto esponjoso da es-
trutura da lâmina basal contendo algumas fibrilas colágenas.
DISCUSSÃO
Nossos resultados demonstraram as estruturas da glândula
submandibular de ratos com envelhecimento. Evidenciaram
claramente as formações acinares terminais e estruturas de
ductos cujos aspectos tridimensionais, através de imagens
estereoscópicas, revelaram claramente as organelas celula-
res e a distribuição dos grânulos de secreção mucosa e serosa.
Estes dados são semelhantes àqueles obtidos em microscopia
eletrônica de transmissão por Leeson & Jacob (1959), Tamarin
& Sreebny (1965), Leeson (1969), Young & Lennep (1978) e
Pinkstaff (1980). As observações em microscopia eletrônica
de varredura de alta resolução confirmam as características
de células acinares reveladas por cortes ultrafinos e examina-
das em microscopia eletrônica de transmissão. Conforme foi
demonstrado por Tanaka (1981, 1989), Watanabe et al. (1992b)
o método aqui usado remove a matriz citoplasmática das su-
perfícies fraturadas das células acinares e de ducto.
Foi observado que o processo de maceração varia com o
tipo celular ou estruturas a serem examinadas e confirmam os
relatos de Tanaka (1981, 1989) demonstrados em experimen-
tos empregando a hipófise, fígado, pâncreas, células nervosas,
epidídimo, e Watanabe et al. (1992b, 1994, 1996, 1997a,b,c)
Fig.2. (A,B) Par estereoscópico de ducto estriado da glândula submandibular de rato com envelhecimento. Observa-se a concentração de
grânulos serosos na porção apical do citoplasma celular. Inclinação de +8 e -8 graus. 2.500x; (C,D) Par estereoscópico de célula acinar
revelando os aspectos de grânulos mucosos da glândula submandibular de rato com envelhecimento. Observam-se as interdigitações
citoplasmáticas (setas). Inclinação de +8 e -8 graus. 7.000x.
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referindo-se com relação ao tempo e temperatura de maceração
e substância fixadora. O retículo endoplasmático granular das
células acinares apresenta lamelas formadas por numerosas
cisternas planas dispostas paralelamente entremeadas de
mitocôndrias e grânulos de secreção serosa e mucosa na por-
ção apical do citoplasma celular. Comparando os dados obti-
dos no presente trabalho com àqueles de ratos adultos obti-
dos anteriormente (Watanabe et al. 1994) verificou-se que hou-
ve alterações principalmente nas formas de grânulos de secre-
ção onde em animais com envelhecimento apresentaram for-
mas alongadas e irregulares. Observou-se os núcleos da célula
acinar na porção basal do citoplasma celular rodeado de retículo
endoplasmático granular têm sido relatados em células de vá-
rios tecidos por Tanaka (1981, 1989), Hollenberg & Lea (1988,
1989), Iwashita & Naguro (1990), Watanabe et al. (1992b, 1994,
1996, 1997a,b,c) e por DÀvola et al. (2006). Por outro lado, sali-
enta-se que no revestimento externo dos ácinos e ductos
estriados existem a lâmina basal formada por uma estrutura
esponjosa irregular contendo fibras colágenas de vários diâ-
metros. Aspectos similares foram descritos por Ushiki et al.
(1990) referindo-se sobre as estruturas da lâmina basal das cé-
lulas de Schwann e por Watanabe et al. (1992b) revelando a
lamina basal das células acinares da glândula submandibular
de camundongos.
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